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1. GIOI THIEU LUAN AN

a. Ly do va tinh can thiét caa nghién ciru

Interleukin 6 (IL6) la mot cytokin da chirc nang dong vai tro
quan trong trong c&c bénh 1y viém va ung thu. Khi IL6 tuwong
tac voi thy thé dac hiéu IL-6R va thy thé truyén tin gp130 dan
dén kich hoat cac duong truyén tin hiéu xubi dong gay ra cac
bénh ly lién quan. Vi vay, huéng phat trién cac thudc phan tir
nhé nham muc tiéu vao wc ché tuong tac IL6 va cac thy thé tro
thanh chién luoc diéu tri rat tiém nang va cap thiét. Vi chi phi
thp, cac phuong phép thiét ké thudc in silico van 1a mot lya
chon phu hop dé tim kiém cac chét &c ché 1L6 va thy thé. Cung
véi tinh sdn ¢6 cua cac thu vién cau tric nhu ZINC, NCI, DB
va HCPLNB, luan 4n duoc thyc hién voi tén dé tai “Nghién ctu
sang loc cac cau tric phan tir nho c6 kha ning gan két IL6,
IL6R va danh gia kha niang gin két bing cac phuong phap 1y
sinh”. Viéc phat hién duoc cac hop chit mai tiém ning dé phét
trién thanh cac thudc diéu tri viém va ung thu thé hién tinh thoi
su ciing nhu mang lai y nghia thuc tién cao.

b. Muc tiéu nghién ciu

Muc tiéu caa nghién ctu 1a tim kiém dugc cac cdu trdc phan tir
nho c6 kha ning gin két IL6, IL6R vai cac ndi dung chinh:

1. Sang loc in silico cac chat gan két IL6, 1I6R tai vi tri | tir cAc
ngan hang di liéu

2. Panh gia in vitro cAc chat tiém ning trén kha nang Gc ché
gan két phirc hop IL6/IL6R va kha ning wc ché tang sinh té bao
ung thu qua trung gian IL6.



3. Sang loc in silico cac chat gan két IL6 tai vi tri llla tir cAc
ngan hang dir liéu

¢. Nhitng déng gép méi cia nghién ciu vé mat ly luan va
thuec tién

Duya vao két qua nghién ctu, nhitng dong gop méi cua dé tai co
thé duoc liét ké:

1. X&y dung dugc 5 md hinh 3D-pharmacophore va 4 mé hinh
docking ng dung sang loc in silico cac chat &rc ché twong tac
IL6/IL6R tai vi tri | va 1L6/gp130 vi tri Illa. Cac mé hinh da
duoc ching minh tinh hiéu qua va do tin cdy bang phan tich
tuong tac ddu vén tay twong tac protein-phdi tir (PLIF).

2. Phét hién duoc cac chat méi wc ché tiém ning twong tac
IL6/IL6R va IL6/gp130 tir cac ngan hang dir liéu ZINC15, NCI,
DB bang cac md hinh pharmacophore, docking, mé phong MD
két hop véi du doan cac dic tinh duoc dong hoc ADMET. Do
Ién va tinh sdn c6 caa cac ngan hang dir liéu nay tao tién dé
viing chic dé phat trién cho nhitng nghién ciu tiép theo.

3. Hoat tinh tic ché tuong tac IL6/IL6R trén in vitro cia 13 chét
tiém ning duoc khao sat bang bo KIT thir nghiém ELISA canh
tranh, xac dinh duoc ICs cua 2 chat tir Drugbank (dabigatran
va dacomitinib) va 1 dan chét flavonoid (quercetin) Hoat tinh
rc ché cam (g tang sinh té bao ung thu HT-29 qua trung gian
IL6 duoc khao sat bang thar nghiém MTT, phét hién duoc 4
chat tr Drugbank (dabigatran, dacomitinib, imatinib,
entospletinib) va 2 dan chat flavonoid (quercetin va rhamnetin)
tir thu vién chit noi bo véi nong do e ché ting sinh té bao



duoc xac dinh.

4. Quy trinh sang loc ao dugc thiét 1ap c6 kha ning du doan tdt,
dugc khang dinh bang cac két qua thir nghiém in vitro. Cac mo
hinh nay giai quyét cho nhitng han ché cua cac nghién ctu
truc Va cung cip co so dit liéu dang tin cay cho cac nghién ctu
thiét ké thudc dya trén ciu trac IL6, IL6R.

Céc két qua cua nghién ciru di duoc cong bd trén cac bai béo
thudc cac tap chi quéc té uy tin c6 phan bién, bao gém tap chi
Plos One (Q1), Molecular Diversity (Q2) va Journal of
Biomolecular Structure and Dynamics (Q1). Do d6, cac luan
diém khoa hoc va két luan trong cong trinh c6 do tin cy cao va
c¢6 ¥ nghia vé mat khoa hoc.

d. B6 cuc caa luan an

Luan an gém 134 trang: dat van dé 2 trang, tong quan tai liéu
33 trang, ddi tuong va phuong phap nghién ciu 19 trang, két
qua 38 trang, ban luan 38 trang, két luan va kién nghi 3 trang,
danh muc céc cong trinh cdng b cua tac gia 1 trang. Luan an
c6 37 bang, 53 hinh, 200 tai liéu tham khao gdm 200 tai liéu
tiéng anh, 24 phu luc thé hién cac két qua va thong tin.

2. TONG QUAN TAI LIEU

2.1. Interleukin 6 va dwong truyén tin hiéu

- Cu truc va dic diém cua IL6, thu thé IL6R va gp130

- Sy tuong tac gitra IL6/IL6R, gpl130 va dudng truyén tin hiéu
cua IL6 gay ra cac bénh ly lién quan

2.2. Thiét ké thuéc in silico

- M@ hinh pharmacophore, mé hinh gan két docking phan tir



- Panh gia céc thong s6 duoc dong hoc ADMET

- M6 phong dong luc hoc phan ta va tinh toan nang luong tu do
gan két gitra protein va phdi tir

2.3. Cac phwong phap thir nghiém ly sinh danh gia kha
ning gin két 1L6, IL6R va phdi tir

Tuong tac protein-phdi tir c6 thé duoc phan tich bang cac thu
nghiém lién két khac nhau bao gom céc thir nghiém gan két
phdi tir c6 danh dau, khong danh dau, dua trén hién twong phat
quang hoic nhiét dong hoc. Cac ky thuat pho bién nhat co thé
ké dén bao gom:

- Cong nghé truyén niang luong cong huong huynh quang theo
thoi gian (TR-FRET)

- Quang phé cong huong plasmon bé mit (SPR)

- Phép do nhiét lugng chuan d6 dang nhiét (ITC)

- Thtr nghiém hép thu mién dich lién két véi enzym (ELISA).
2.4. Thir nghiém hoat tinh trén té bao ung thw

Thir nghiém so mau nay dua trén qua trinh khir mudi
tetrazolium c¢6 mau vang thanh tinh thé formazan mau tim boi
cac té bao sdng véi hoat dong trao di chat.

2.5. Cac nghién ciu lién quan

- Trong liéu phap nhiam muc tiéu IL6, gp130 (tai vi tri Illa
tuong tac vai Leu57 va Trpl57 cua IL6) 1a muc tiéu da duoc
nhiéu nghién ctu quan tdm nhit. Biéu nay c6 thé duoc giai
thich do chét wc ché gp130 c6 kha ning wc ché ca IL6, IL11 va
mot s6 cytokin khac thudc ho IL6. Viéc nham muc tiéu gp130,
c6 thé rc ché tin hiéu cua ca ho IL6 tir d6 dan dén giam viém va



c4c rdi loan lién quan dén mién dich khac. Tuy nhién, tc ché
khong chon loc trén IL6 ciing c6 thé gay ra nhiéu tac dung phu.
- Trong nhimg nim gin day, véi sy Xxuat hién cua dai dich
COVID-19, tuong tac gitra IL6 va IL6R tai vi tri | tr& thanh
dich nghién ctru tiém niang va dwoc cac nghién ciu dic biét
quan tam. Pa phan cac nghién cau in silico nay chi méi dirng
lai & giai doan docking, chua tién hanh phan tich chi tiét hon
tuong tac linh dong giira protein va phdi tir bang phuong phap
mo phong dong luc hoc phan tir, didu nay ciing c6 thé tro thanh
mét tro ngai 16n cho céac thir nghiém in vitro, in vivo.

3. P01 TUONG VA PHUONG PHAP NGHIEN cuu

Céu triic 3D protein cha IL6/IL6R

Vi tri hoat dong | Thw vnén DB, Vi tri hoat déng lla
(ILGIILSR) ZINC15 NCI

Mé hinh 3D- pharmacophore

‘ M6 hinh gan két docklng phan ti . ZPBLﬁét
A

‘ Dénh gia ADMET |
A4
‘ M&é phong dong luc hoc phan |
A4
I Nang lvong tu do gén két |
7
Thir nghiém in vitro trén bg KIT phirc
hop IL6/IL6R va té bao ung thw

Hinh 2.1. So d6 nghién cau tong quéat
3.1. Pbi twgng nghién ciu
- CAu trdc protein muc tiéu: dé tai chon cac méa protein c cac
“diém nong” tai vi tri tao hoat tinh caa L6 (vi tri | va vi tri I11a)
cho nghién ciru sang loc cac cu tric phan tir c6 kha ning Gc



ché su twong tac giira IL6 va cac thy thé. Dong thoi, do phan
giai cua protein ciing dugc xem la tiéu chi quan trong trong lya
chon cau trac protein muc tiéu cho céc thiét ké thudc dua trén
cau trdc. Cac protein phai c6 d6 phan giai <3 A dé c6 thé nhin
thay 16 d6 dai phan tir nude va lién két hydro trong cau tric tinh
thé (ma protein duoc chon: SFUC, 4ZS7 va 4CNI).

- Céc tap thu vién ciu tric phan tir nho da dang va sin co nhu
Ngan hang thudc (DB), ZINC15, thu vién thudc chong ung thu
quéc gia NCI, cac chat PLNB st dung cho sang loc cac chat
tiém nang uc ché twong tac IL6/IL6R va IL6/gp130.

- IL6 c6 ma UniproT P05231 va thy thé IL6R c¢6 ma UniproT
P08887 ngudi tai t hop tich hop trong bo KIT tc ché gan két
IL6/IL6R dugc lua chon cho céc thir nghiém in vitro.

- Dong té bao HT-29, SW480, HepG2, Hu7, LNCaP do GS.TS.
J.M. Pezzuto-Truong Pai hoc Long-Island, US va GS. Jeanette
Maier-Truong Pai hoc Milan, Italia cung cap dugc sir dung cho
thir nghiém ¢ ché ting sinh té bao qua trung gian 1L6.

3.2. Phwong phap nghién ciru in silico

- M6 hinh 3D-pharmacophore dugc xay dung dua vao cac
“diém noéng” tai vi tri tuong tac PPIs ctia IL6 va thy thé (IL6R,
gp130) bing phan mém MOE 2022.02.

- Dya trén céc acid amin quan trong tai vi tri twong tac gitra 1L6
va thu thé (vi tri | va vi tri Illa), 4 md hinh gin két docking
phan tir trong tmg dugc thiét ké bang phan mém LeadlT2.1.8.

- Sang loc a0 qua cac md hinh pharmacophore, md hinh
docking phan tir va phan tich PLIF (MOE 2022.02) nham tim



kiém cac ciu tric phan tir nhé tiém ning cho du doan cac dic
tinh dugc dong hoc ADMET (SwissADME va pkCSM).
- M0 phong dong luc hoc phén tt (GROMACS 2018.1) va tinh
toan nang luong ty do gan két (gmx_MMPBSA) trong thoi gian
100 ns dé danh i lyc gan két cia phdi tir tiém nang vai protein.
3.3. Phwong phap nghién ciu in vitro
- Thir nghiém gan két chét wc ché vao protein IL6, IL6R, phan
tram wc ché lién két (BI%) duogc xac dinh theo cong thirc:
B1% = [(ODgsiching — ODmau thi)/ (ODchimg duong — ODmautring)] X 100
Mau ctia phan mg thay ddi tir mau xanh sang mau vang khi
IL6 gan vai IL6R va mau vang nhat dan theo phan tram wc ché
gan két phac hop IL6/IL6R. Phin mém GraphPad Prism 9
(GraphPad Software Inc. La Jolla, CA, USA) duoc sir dung dé
xtr ly sb liéu, tinh toan gia tri 1Cso va biéu dién do thi.
- Thir nghiém chét wc ché hoat tinh ting sinh té bao do IL6: té
bao HT-29 sau khi duoc kich thich ting sinh boi IL6 duogc tiép
XUc Vi cac chat e ché tiém nang tir két thir nghiém in silico.
Khi c6 chit tc ché gén vao vi tri hoat dong cua IL6, hoat tinh
tang sinh té bao cua IL6 s& bi trc ché va % té bao sdng giam di.
Phan tram cam tng ting sinh cta té bao khi c6 mat chat uc ché
(TBS2) s& duoc quy doi theo ty Ié té bao HT-29 ting sinh duoc
hoat hoa béi IL6 (TBS1), va xac dinh théng qua cbng thuc:
TBS2 = [(ODmauthi — ODmiutring)/ (ODagiching — ODmautrang) IXTBS1
Kha ning Gc ché ting sinh té bao ung thu qua trung gian
IL6 duoc xac dinh khi ty 1& giam té bao séng TBS2 so voi doi



chiang TBS1 16n hon ty & doc té bao dwoc tinh theo cong thuc:
(TBS1 - TBS2) > (100 — TBS3)

Phan tich ANOVA mot chiéu (GraphPad Prism 9) duoc &p
dung dé danh gia y nghia thong ké cua su khéc biét giira nhiéu
nhom diéu tri. Gia tri P < 0,05 duoc coi 1a c6 y nghia thong ke.
4. KET QUA
4.1. Sang loc in silico c4c chat gan két IL6, IL6R tir c4c ngan
hang dir liéu
4.1.1. M6 hinh 3D-pharmacophore
M6 hinh 3D-pharmacophore cho cic chét gan két 1L6 va cac
chat gin két IL6R duoc xay dyng dua vao tuong tac PPIs cua
cau tric phac IL6/IL6R (md PDB: 5FUC), ciu truc phuc
IL6/6F82 (m& PDB: 4ZS7) tai vi tri |. Tuong tac gitta cac acid
amin quan trong tai vi tri nay chinh 1a co s¢ dé dé tai tién hanh
thiét 1ap cac diém dic tinh pharmacophore twong ing cho ting
mo hinh. Két qua c6 2 mé hinh Ph-1L6-1a va Ph-IL6-1b duoc
xay dung dé sang loc cac phan tir nho gin két 1L6 va 1 md hinh
Ph-IL6R dé sang loc cac phan tir nho gan két IL6R
4.1.2. M6 hinh docking phan tir
Khoang gin két trén IL6 dugc xac dinh dua trén cac acid amin
ma IL6 twong tac véi thy thé IL6R va khang thé 6F82. Kich
thuéc khoang gin két duoc tinh chinh dé che phu tat ca céc acid
amin ma IL6 dugc chung minh c6 tuong tac vai IL6R va khang
thé 6F82. Két qua, dé tai da xay dung dugc 2 mo hinh gan két
docking phan tir tai vi tri | (Hinh 3.3) trén 2 ciu trdc protein



IL6 dugc trich xuat tir cau trac phac hop véi thu thé IL6R (D-
IL6-1a) va khang thé 6F82 (D-I1L6-1b).

Hinh 3.3. M6 hinh gin két docking phan tir cho chat gin két
IL6 tai vi tri | dya trén tuong tac v6i IL6R (D-IL6-1a, B) va véi
khang thé 6F82 (D-IL6-1b, C).

Trén thy thé IL6R, cac acid amin quan trong cua IL6R tham
gia gan két véi IL6 bao gdm Phe229, Tyr230, Glu277, Glu278
va Phe229. Ban kinh khoang gan két can mo rong trong phan
mém LeadIT 2.1.8 dé bao phu toan by nhiing acid amin nay.
Két qua xay dung dugc md hinh docking phan tir D-IL6R nhu
minh hoa & Hinh 3.4.

Hinh 3.4. M6 hinh géan két docking phan tir cho chat gan két
IL6R
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Cac md hinh 3D-pharmacophore sau khi x&y dung dugc ng
dung cho sang loc ba tap dir liéu bao gém ZINC15, NCI va DB
dé tim kiém cac chat gan két trén IL6 va IL6R. Tiép theo, céc
chat thoa cac md hinh pharmacophore va luat Lipinski cho cac
thudc dung dudng ubng duoc lya chon dé tién hanh docking.
Nhiing chit co diém sé docking < -20 kJ.mol™ duoc danh gia
c6 kha ning gin két manh véi protein va dua chon cho cac
budc nghién ciu tiép theo.

Tai vi tri I, dé tai st dung céu trdc phic hop IL6/IL6R va phuc
hop 1L6/khang thé 6F82 bét chudc cau tric IL6R cho nghién
ctru. Vi vay, nhitng hop chéat c6 kha ning gan két tot trén IL6
duge dock chéo vao IL6R va nguoc lai vai mong mudn cé thé
tim duoc nhitng chat t&i wu gin két tét déng thoi trén IL6 va
IL6R Khi phdi tir gan két tdi wu trén ca IL6, IL6R s& 1am ting
tan suat tiép xc gitra phi tir v6i ca hai protein trong co thé, tir
d6 c6 thé phong toa hoan toan twong tac gitra hai protein nay va
tao diéu kién thuan loi cho c&c nghién cau in vitro, in vivo vé
sau. Két qua thu duoc 51 chét c6 kha ning docking tot nhét trén
khoang gan két IL6 (D-1L6-1a va D-1L6-1b) va IL6R (D-IL6R)
véi diém s6 docking <—20 kJ.mol™. Viéc du doan cac thong sd
dugc dong hoc ADMET duoc tién hanh cho 51 chit tiém ning
ctia dé tai trude khi thuce hién md phong dong luc hoc phan tir.
Tu két qua docking, dé& tai thuc hién phéan tich twong tac
protein-phdi tir bang cong cu PLIF trong MOE 2022.02 d& quan
st sy twong tac cua tirng chat vai cac acid amin quan trong hay
con goi la “diém néng” trong khoang gin két. Muc dich cua
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quy trinh phan tich PLIF nham danh gia d6 tin cdy caa cac mo
hinh 3D-pharmacophore va mé hinh gan két docking phan te
thong qua ty 1¢ tuong tac giira cAc chat véi cac acid amin nay.
Ty Ié twong tac giita Cac chat voi cac acid amin quan trong tai
khoang cang cao, chiing minh viéc thiét lap cac mé hinh dya
trén dac tinh cua cac “diém noéng” 1a hiéu qua va co do tin cay
cao. Két qua phan tich PLIF duoc trinh bay & céc Hinh 3.6.

D-L6-1a D-IL6-1b

Hinh 3.6. Phan tich PLIF cho c4c chat DB, ZINC15 va NCI
qua 3 md hinh gin két docking phan tir

4.1.3. Panh gia cac théng s6 dwoe déng hoc ADMET

Cac hop chit dugc chon tir két qua docking phan tir dugc dé tai
tién hanh danh gia cac thong s6 ADMET bang cong cu truc
tuyén SwissADME va pkCSM. Cac chat duoc lya chon phai
thoa cac diéu kién cua thubc phan tir nho s dung duong udng
vé s6 nhém lién két cho HDB, s6 nhom lién két nhan hydro
HBA, LopP, khéi lugng phan tir MW, s lién két quay RB, do
phan cuc TPSA, kha ning tong hop héa dugc SA, do hap thu
Gl cao, khdng phan bd qua hang rao mau va co liéu doc tinh
LDs, nam trong ving an toan.
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Riéng ddi voi 28 chat PLNB, do céc chét da sin co cho thir
nghiém in vitro nén nghién ctru chi tién hanh docking, chon top
10 céc chat co diém sé docking tét nhat va tién hanh tryc tiép
mo phong dong luc hoc phén tir véi IL6, IL6R.

4.1.4. M6 phéng dong luc hoc phan tir

Mb phéng d@éng luc hoc phan tir trén 1L6 va phai ti:

28 hop chét thoa tiéu chi ADMET tir 3 CSDL (ZINC15, DB va
NCI) cung 10 HCPLNB c6 két qua docking tét nhat duoc chon
tién hanh MD dé danh gia chi tiét hon kha nang tuong tac ciia
cac phdi tr ndy véi cac acid amin quan trong tai vi tri | cua IL6.

Gi& tri RMSD_protein trong phac hgp < apoprotein trong
sudt thoi gian md phong MD 100 ns chirng to su tuong tac voi
phdi tr lam ting do on dinh cdu tric protein. Gia tri
RMSD_phéi tir khoang 2 A cho thay phdi tir lién két 6n dinh
Vi protein tai khoang gan két. Gia trj trung binh cia SASA va
Rg twong ty apoprotein, nhu vay phdi tir hiu nhu khong can
thiép vao su gian no, co ché gip cudn va do nén cua protein.
Pham vi bién dong hep cua RMSF (< 2 A) tai vi tri hoat dong
chang t6 ring tat ca cac phirc hop IL6 lién két bén.

Ty 1¢& lién két H giira cac phdi tir voi cac acid amin quan
trong tai khoang gan két cua IL6 & vi tri | bao gébm Phe74,
GIn75, Phe78, Argl79, Argl82 va GIn183 dugc phan tich. Phéi
tir ¢6 ty 1& lién két H > 75% voi cac acid amin nay duoc coi la
lien két H manh va 6n dinh vai protein. Thong qua viéc so sanh
c4c gia tri RMSD protein, RMSD phdi tir, SASA,Rg, RMSF va
ty ¢ lién két H, 23 phtc hop IL6-phdi tir duwoc chon dé tinh
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toan ning luong tu do gin két bang cong cu gmx_MMGBSA.
Két qua, 23 phuac hop déu mang gia tri AGg, ki <-15 kcal.mol™
cho thay &i lrc gin két tot vai protein

M@ phong déng luc hoc phan tir trén IL6R va phoi ti:

23 hop chét tiém ning cho twong tac manh va 6n dinh véi IL6
dugc tiép tyc tién hanh MD trén IL6R nham muc tiéu tim kiém
c4c chat phi hop cho cac thir nghiém in vitro. 15 hop chét cé
gid tri trung binh RMSD protein, SASA va Rg tuong tu
apoprotein-IL6R, RMSD phéi tir khoang 2 A, dao dong RMSF
tai cac acid amin quan trong tai khoang gan két IL6R < 2 A va
ty 18 lién két H voi cac “diém nong” > 75% duogc chon dé tinh
toan ning lugng tu do gin két. Két qua, hau hét cac phdi tr déu
thé hién i luc gan két bén véi protein, ngoai tri DB13164 chi
dat AGgin ki = -10,80 + 4,75 kcal.mol™ khong phul hop véi tiéu
chi chon chat cho tha nghiém in vitro. Cudi cung, két qua cua
toan bo quy trinh sang loc in silico chat gan két IL6, IL6R tai vi
tri I tr c&c ngén hang dir li¢u dugc trinh bay nhu Hinh 3.13.

Ph-IL6-1a /~ — DelL6-1a N -
ZINC15 912 chét 894 chit Biem so docking 51 Chét
Ph-IL6-1b, . |DdLe-1b ) < 25 kdimol (Biém sb docki
21.777.093 a 568 chat n ieém so docking
) Ph-IL6R 595 Chzt D-IL6R © T ] D”{'é‘"l‘i g;ﬁf’ < 20k mol)g
chat 801 chat 786 chat :
L v p J
[28chétPine | Du doén ADMET
-L6-1a ™ D-IL6-1 N
Not 1 676 cnét P 1: (" 399 cnét 2122 28 chét
Ph-IL6-1b ) -IL6- L |ele |2 e
232.00 1341 chét 1269 chét =iz l® (thoa tiéu chi)
chat  JPPLBR L 456 cnat 145 chét 10 ohét PLNB l MD 100ns /IL6
- J ~ ~ (hang déu) -
23 chat
Ph-IL6-1a /” 1030 o ™ D-IL6-1a 1002 chét tidm niing
chat cha
DB Ph-IL6-1b . |D-L6b R MD 100ns / IL6R
1164 chat 1096 chat z
9213 chét |ph.LeR D-L6R 14 chat
766 chét ) \ 758 chét ) tibm nang

Hinh 3. 13. Két qua sang loc in silico cac chat gan két IL6,
IL6R tai vi tri | tir cac ngén hang dix liéu
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4.2. Panh gia in vitro cic chit tiém ning trén kha ning vwc
ché gan két phirc hop IL6/IL6R, kha ning ic ché ting sinh
té bao ung thw qua trung gian IL6

4.2.1. Thir nghiém danh gia kha ning wc ché gian két phirc
hop IL6/IL6R

Pé tai tién hanh khao séat kha ning wc ché gan két cua 13 hop
chat tiém nang tir két qua in silico vao phic hop IL6/IL6R
(ngoai tru ZINC83804241 do khong tim dugc nha cung ung).
Tha nghiém sang loc ban dau duoc thuc hién ¢ ndng do 100
UM bing céch st dung bo KIT thir nghiém ELISA canh tranh
tic ché gan két IL6/IL6R cua cong ty Ray BioTech. Chung
dwong chi bao gém phirc hop IL6/IL6R va ching &m chi chira
dung méi duogc sir dung dé tinh toan phan trim Gc ché cua cac
hop chét. Sau qua trinh khao sat & cac nong do khac nhau, dé tai
da xac dinh dugc gié tri ICso cia 3 hop chat tiém niang nhét bao

gom dabigatran, quercetin va dacomitinib nhu Hinh 3.14.

Quercetin
Dabigatran
1009 1c,,=13,85 £2,07pM 00
ICso = 52,82+ 6,14 uM *
¥

% wrc che
2
-

% irc che
"
g

Log(pM) Log(uM)

Dacomitinib

100 -
ICso = 4,499 £ 0,76 uM.

r T T T 1
302 a0 1 23
Log(um)

Hinh 3. 14. Biéu db 1Cs trc ché gan két phirc hop IL6/IL6R cua
quercetin, dabigatran va dacomitinib
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4.2.2. Thir nghiém danh gia kha ning vc ché s ting sinh té
bao ung thw qua trung gian IL6

Tir két qua khao sét ty 1€ ting sinh trén 5 dong té bao ung thu
(LNCaP, HepG2, Hu7, HT-29 va SW480), té bao HT-29 thé
hién kha ning ting sinh manh nhét (> 21%) dudi tac dung kich
thich cua IL6 & nong do 50 ng/mL va thoi gian 48 gio (TBS1).
Vi vay, dé tai chon dong té bao HT-29 gy ung thu dai trang dé
khao séat kha ning wc ché hoat tinh ting sinh té bao qua trung
gian IL6 khi duoc nudi ciy chung vai 13 hop chét tiém ning tir
nghién ctu in silico.

Tuong tu thr nghiém danh gia kha ning Gc ché gan két
phtc hop IL6/IL6R, dya trén két qua cac nong do da duoc khao
sat, dé tai da chon dugc 6 chat Gc ché tiém ning bao gém
dabigatran, quercetin, rhamnetin, dacomitinib, entospletinib va
imatinib dé xac dinh kha ning tc ché ting sinh té bao HT-29
qua trung gian IL6 (TBS2). Két qua trinh bay ¢ Hinh 3.15.

Rhamnetin Dabigatran Quercetin

150 ’—T = = | ‘,;m:ﬂj
nNt:“ ‘dfpl MI

BCc 125 5 1020

' TBS2

% TBS2

Néng dé (M)

ng

vn

X
ntospleti

"'7

5o

EJ
M 3

Hinh 3. 15. Ty 1é té bao séng (TBS2) khi c6 6 chét e ché

imatinib, dacomitinib, entospletinib, dabigatran, quercetin,

rhamnetin duoc hoat héa boi IL6. Su khac biét co y nghia

thdng ké so véi dbi ching voi *P<0,05; ** P <0, 01;*** P
<0,001;**** p<0,0001



16

Pong thoi, ty 16 t& bao sdng (TBS3) dudi tac dong ciia chat trc
ché khi khong dugc hoat hda bdi IL6 ciing dugc khao sat nham
loai trir anh huong gy doc té bao dén két qua wc ché tang sinh
té bao. Tai ndng d6 chat rc ché khong gay doc té bao nhung cd
kha ning trc ché ting sinh t& bao dugc xac dinh 13 ¢o tiém ning
trc ché hoat tinh IL6.

4.3. Sang lgc in silico cac chit gan két IL6 tai vi tri IIIa tir
cac ngan hang dir liu

4.3.1. M6 hinh 3D-pharmacophore

Tai vi tri Illa, trong tuong tac gitra IL6 va gp130 chi c6 céc acid
amin quan trong trén IL6 dugc chimg minh dot bién, do d6 dé
tai chi tién hanh xdy dung mé hinh 3D-pharmacophore dé tim
kiém cac chét (rc ché IL6. Cau trac tinh thé cia phac hop
olokizumab/IL6 (PDB ID: 4CNI) dugc lya chon cho nghién
ctru boi cau tric ndy mod ta rd rang phuong thirc hoat dong cua
olokizumab lién quan dén viéc phong toa t6i da su tuong tac
giita IL6 va gp130. M6 hinh pharmacophore dugc xem 14 t6i wu
khi c6 tir 3-7 diém dic tinh, do vay nghién ctru tién hanh thiét
1ap 2 md hinh 3D-pharmacophore véi 5 diém dic tinh cho mdi
mo hinh dya trén twong tac hoa hoc cta 9 acid amin trén chudi
ning (H-olokizumab) va chudi nhe cua olokizumab (L-
olokizumab) véi 7 acid amin quan trong cua IL6 (Leu57,
Asn60, Alal53, Asn155, GIn156, Trypl157 va Asp160). Két qua
thu duoc 2 mo hinh cho chit gian két IL6 tai vi tri Illa (Ph-IL6-
3al, Ph-1L6-3a2) nhu Hinh 3.17.
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Hinh 3. 17. Cac mé hinh 3D-pharmacophore dugc xay dung
dua trén PPIs véi chudi ning (Ph-1L6-3al, A) va chudi nhe (Ph-
IL6-3a2, B) cua Olokizumab duoc &nh xa trén cac cau trac 1L6.
4.3.2. Md hinh gan két docking phan tir
Tuong tu vi tri I, tai vi tri 11la, khoang gan két D-1L6-3a duoc
tao ra bai cong cu FlexX bing cach chon 7 acid amin dong vai
trd quan trong trong tuong tac IL6/olokizumab bao gom Leu57,
Asn60, Alal53, Asnl55, GIn156, Trypl157 va Asp160.

4.3.3. Panh gia cac thong so dwge déng hoc ADMET

Truéc khi tién hanh md phong dong luc hoc phan tir, cac hop
chat duoc chon tir két qua docking duoc dé tai tién hanh kiém
tra thém vé cac théng sé ADMET bang cong cu truc tuyén
SwissSADME va pkCSM tuong tu vi tri I. Cac hop chat c6
thong sé dugce dong hoc khong dap ung duge dic tinh “giéng
thubc” bi loai bo & budc tiép theo cua quy trinh sang loc.

4.4.4. M6 phéng dong luc hoc phan tir

V6i 6 hop chit c6 gi4 tri RMSD, RMSF, Rg va SASA ¢ dang
phtrc hop nhé hon hodc tuong tu dang tu do, dé tai tién hanh
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tinh toan ty I¢ lién két H hinh thanh giita cac phdi tir voi
protein. Két qua tan suat chiém dong lién két H két hop véi tinh
toan nang luong tu do gin két di xac dinh dugc 4 chat tiém
nang cho gan két bén nhét véi IL6 tai vi tri I1la nhu Hinh 3.22.

i . A58,
£
£56 A1 £1% - ~ Ao
AX57 A Qo
s ™ N
%ﬂm e £ .
B A% ToLa 34
<8 <
1L6-DB00619 iLeoB1sier  AARED
Ggg At
2,, y £t .&
&b A
£Y4 ne-ziNnci334sa21 ASN 1L6-ZINC01182742
B Lién kétH Twong tac ky nuée

B e iiows N TooRg
Hinh 3. 22. So d6 tuong tac chi tiét cua 4 phdi tir tiém ning Vi
cac acid amin quan trong cua IL6.

5. BAN LUAN

5.1. Sang loc in silico cac chat gan két IL6, IL6R tai vi tri |
tir cac ngan hang dir liéu

Tinh hiéu qua va d6 tin cdy cua cac mo hinh nay dugc xac dinh
thdng qua phén tich PLIF va su anh xa cau tric cua 3 hop chat
cho két qua docking tét nhat 1én 3 md hinh Ph-1L6-1a, Ph-1L6-
1b, Ph-IL6R duoc md phong nhu Hinh 4.1. Cau tric mang
nhiéu vong thom va mach nhanh Ky nugc thé hién ré sy pha
hop véi cac diém Hyd va Aro. Cau tric chita N* va CO™ cho
thiy su phu hop véi cac diém Cat va Ani; cac nhom chirc mang
H (-OH, -NH,) twong thich véi diém dic tinh Don va Acc.
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28w,

(_/ DB12903 DB14726 : DB08881
Hinh 4. 1. Anh xa ctia 3 chat tiém ning cia 3 md hinh gan két
docking I1én 3 md hinh pharmacophore

%

So véi két qua docking phan tir trong nghién ctu caa Zhou
(2014), Sato (2022) va Sharma (2022), nghién ctru nay sang loc
trén ngudn CSDL dau vao 16n hon (>20 triéu chat), sang loc
dugc nhiéu hop chit tiém ning va da dang vé cu tric hon. Két
qua docking duoc ghi nhan déng thoi trén ca IL6 va IL6R cho
thay kha nang tot cia cac phdi tir tiém niang véi hau hét cac acid
amin quan trong tai khoang gin két. Trong d6, quercetin 1a vi
du dién hinh dé so sanh voi nghién ctu cua Sharma. Nghién
ctru nay cho thay quercetin c6 thé gan két tét dong thoi voi 3/5
“diém nong” ciia IL6 va 4/5 “diém nong” cua IL6R.

Hon nira, nghién cttu nay con thyuc hién danh gia cac dac
tinh giéng thudc cho cac tng vién tiém ning trudc budc mo
phong dong luc hoc. Py 1a budc nghién ciru can thiét gidp cho
budc mod phong tén nhidu thoi gian va tai nguyén may tinh s&
gilp tiét kiém dang ké chi phi nghién ctu.

Thong qua phan tich va danh gia cac thong sé dong hoc, dé
tai da xac dinh dugc 8/23 cau trlc tiém nang nhét trong tuong
tac véi IL6 (Hinh 4.4). 8 phéi tir mang nhiéu nhém chirc ¢é kha
nang hinh thanh lién két H véi cAc acid amin quan trong véi ty
16 cao (>75%) va tir d6 tao &i luc gan két bén véi protein muc
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tiéu. Két qua nay cho thiy su twong quan giita cdc md hinh in
silico vai két qua mé phong dong luc hoc phan tu.

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, y CH; O
IL (-CO, -850, -NC,) nhan lién kétH | . -0 CH,
_____________________ ! :
\
I H4CO o OH
Ui W CHO
i o
H,CO™ O
DB14726 ZINCB3804241 Acid 8 O-methyl stictic
______________________ ,
LM, -NH,, -OM) cholién kétH_ |
1. N
v My oIl [ ]
[ L
it
ZINC40648036 ZINC40584045 Rhamnetin

Pl M@ . e

Hinh 4. 4. Cau tric 2D cua 8 chat gin két tiém ning véi IL6 tai
vi tri | trong mdé MD 100 ns mo phong

Cung véi két qua md phong MD 100 ns trén IL6R, d¢ tai
da xac dinh dugc 14/23 chét tiém nang cho thir nghiém in vitro.
Trong d6, dua trén ciu tric cia 4 phdi tir tiém nang nhat dé tai
da d& xuit duoc cac nhém chirc co ban ma cau trdc phéi tir can
c6 dé phdi tir c6 thé tuong tac tét véi cac acid amin quan trong
tai khoang gin két IL6R nhu Hinh 4.7.

o 0 HO. o
N C

nitro. Carboxyl
Twong tac Twong tic |
n-cation re-nin-alkyl v
° Ry Lién két Hydro v N
R~ —
piperazin  dimethylamino

Benzen Benzopyran Fo—

H r ac

N céu mudi

Hinh 4. 7. Cu trc 2D cta phdi tir 6 thé cho tuong tac t6t Voi
céc acid amin quan trong tai khoang gan két cua IL6R
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4.2. Panh gi in vitro cac chit tiém niing trén kha ning wc
ché gan két phirc hop IL6/IL6R, kha ning ic ché ting sinh
té bao ung thw qua trung gian IL6

Két qua thir nghiém danh gia kha nang e ché gan két phic hop
IL6/IL6R cho thay su twong quan vdi cac nghién ctru trudc trén
kit ELISA canh tranh cia Krumm (2017) trén phtrc hgp PD-
1/PD-L1 va Wang (2018) trén 1L18/ectvIL-18BP. Bdng thoi, so
v6i két qua in silico, két qua gin két trén thir nghiém ELISA
canh tranh cua DB14726 va quercetin khong thé hién su bét
ddng nao so véi cac két qua nghién cau in silico. Chi c6
DB11963 chua thé hién dugc sy tuong dong khi chat nay chi
tao lién két H dugc véi 2 acid amin thom Phe229 va Tyr230.
Tuy nhién, AGgn e <-21 kcal.mol™, diéu nay duoc giai thich do
&i luc gan két gitta DB11963 va IL6R phan 16n dugc hinh thanh
tir cac loai twong tac khac nhu twong tac ky nudc, twong tac
thom va tuong tac cau mudi. Thém vao do, sy cO mat cua Cac
nhém thé halogen nhu Cl, F trén vong thom ciing gop phan lam
tang ai lyc gan két véi céc acid amin quan trong cua IL6R.

Déi voi thir nghiém danh gia kha nang ¢ ché ting sinh té
bao ung thu qua trung gian IL6, d& tai cling dd ching minh
duogc sy twong ddng gitra nghién ctu ndy véi cac nghién ciru in
silico va nghién ctru truéc cia 6 phdi tir tiém ning bao gdm
dabigatran, quercetin, rhamnetin, entospletinib, imatinib va
dacomitinib. Trong d6, entospletinib két khong hinh thanh lién
két H dugc véi nhiéu acid amin quan trong va ning luong lién
két > -18 kcal.mol™ nhung van dat két qua in vitro kha quan.
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Piéu nay co thé giai thich dwa vao cau trdc cua entos (Hinh
4.9), phéi tir ndy duoc cau thanh tir hé thdng nhiéu vong thom
lien hop va thiéu cac nhém chuac phan cuc cd thé tham gia lién
két H nhu hydroxyl (-OH) hay carbonyl (-CO). Nang lwong gan
két cua entos vé6i IL6 va IL6R duoc tao ra chii yéu tir cac tuong
tac thom va ky nudc. Su dong gop cua cac loai nang luong nay
VAo tong nang luong ty do gan két duoc ching minh yéu hon so
vai lién két H. Nho vay, kha nang canh tranh wc ché gan két
IL6/IL6R cua entos 1én dén gan 70% & nong d6 200 uM. C6 thé
thdy rang, két qua danh gia kha ning wc ché ting sinh té bao
HT-29 qua trung gian IL6 cua entos va 5 phéi tar con lai gop
phan khang dinh tiém ning dy doan hoat tinh hiéu qua tir cac
mo hinh in silico.
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Hinh 4. 9. Céu tric 2D va hinh anh tuong tac cua entospletinib
tai khoang gin két IL6, IL6R.

5.3. Sang loc in silico cac chat gan két IL6 tai vi tri Illa tir
cac ngan hang dir liu

g o

Tai vi tri llla, dya trén ciu tric phic hop IL6/olokizumab, cac
mé hinh in silico bao gdm pharmacophore va docking phan tir
cling dugc xay dung dua trén cac “diém nong” trén IL6. Panh
gia cac thong sb dugc dong hoc ADMET dugc tién hanh trén
c4c chét tiém nang nhit dugc sang loc tir cac md hinh in silico
truge khi tién hanh mé phong dong luc hoc phan tir. Thong qua
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so sanh céc thong s6 dong hoc RMSD, RMSF, SASA va Rg,
két qua md phong MD 100 ns da phat hién dugc 6 hop chat
tuong tac tiém ning nhét vai IL6 tai khoang gin két va khéng
gay bién dang cau trc protein. Cudi cung, viéc tinh toan tan
suit lién két H va nang luong tu do gan két da xac dinh dugc
ZINC01183742 14 phdi tir tiém nang nhat.

Déi chiéu voi két qua docking, ZINC01183742 c6 diém sb
docking xép thir 38/41 céc chét tiém nang va chi hinh thanh lién
két H duoc voi GIn156, Aspl60. Khi qué trinh tiép xdc véi
IL6R dai hon (100 ns), phdi tir nady cang thé hién dugc tuong
tac manh va bén viing véi cac “diém néng”. Voi cau tric khong
chara nhiéu nhém chirc phan cuc, ZINC01183742 cho thiy kha
ning hinh thanh tuong tac ky nudc rat tét voi khoang gan két
cua IL6 (Bang 4.10). Piéu nay dwoc minh ching théng qua
phan tich cac thanh phan AG, ki khi téng ning lugng bi chi
phdi cha yéu bai nang luong van der Waals (E,g,) tir cac tuong
tac ky nude va ning lwong hoa tan phan cuc (Ggg) thap.

Mé hinh 3D-pharmacophore M6 hinh docking Mb phong MD
< oy, BB SR
g
: [ o &
ey ¥
@ i e
i 4
9.% O
£ £
Ph-TL6-. 3;11 AGgin s =-20,21 KImol!  AGggm s = -35.25 keal mol?!

Bang 4. 10. Két qua danh gia gin két ZINC01183742 véi IL6
tai vi tri llla qua cac moé hinh sang loc in silico

6. KET LUAN VA KIEN NGHI
6.1. Két luan
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Nghién ciru nay da thyc hién dugc muc tiéu dit ra ban dau
thong qua viéc xay dung cac md hinh thiét ké in silico va danh
gia in vitro. Cu thé:

- Sang loc in silico dwoc 14 chat wc ché IL6, IL6R tiém ning tai
vi tri | tir cac ngén hang dir liéu

- Panh gia in vitro dwoc 3 chit tiém ning (dacomitinib,
quercetin, dabiatran) trén kha ning Gc ché gan két phic hop
IL6/IL6R va 6 chat tiém nang (dacomitinib, entosletinib,
imatinib, dabigatran, quercetin va rhamnetin) trén kha nang trc
ché tang sinh té bao ung thu qua trung gian IL6.

- Sang loc in silico duoc 4 chét wc ché IL6 tiém nang tai vi tri
Illa tir c&c ngan hang dir liéu

6.2. Kién nghi

Huéng phat trién tiép theo trén IL6, IL6R va céc chat tc ché rut
ra tie nghién ctru nay duoc goi y:

- M¢ rong thu vién sang loc dé tiép tuc tim kiém cac chat moi
¢6 hoat tinh &rc ché twong tac IL6 va thy thé (IL6R va gp130).

- Phan tich chi tiét hon cac yéu t6 anh huong dén két qua mo
phong dong luc hoc phan tir dé 1am rd co ché gan két trén L6,
IL6R va cac chét tic ché.

- Thtr nghiém véi nhiéu md hinh in vitro khac nhau dé danh gia
kha nang trc ché twong tac IL6/IL6R VA ting sinh té bao ung thu
qua trung gian IL6

- Duya trén ciu trdc caa cac chit e ché IL6, IL6R tiém ning, c6
thé nghién ctu thiét ké, tong hop va téi uu hoa ciu tric chat
khai ngudn tiém nang.



